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Die f olgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

(54) Mikrotiterplatte 

(57) Die Erfindung betriffteine Mikrotiterplatte, insbesonde- 
re zur Behandlung von Proben mit organischen Losungs- 
mitteln und zur Analyse mittels lichterzeugender Verfah- 
ren, mit in einem an sich bekannten Raster, beispielswei- 
se n x 8 x mx12, angeordneten ProbengefaSen. 
Aufgabe ist es, eine aufwandgering herstellbare und gut 
handhabbare Mikrotiterplatte zu schaffen, die fur eine 
Vielzahl unterschiedlichster Screening-Untersuchungen, 
einschlieftlich Fluores^enz und Lumineszenzmessungen, 
unter den jeweils spezifischen Anwendungsbedingun 
gen, wie Lbsungsmitteleinsatz etc., universell anwendbar 
ist. Die Mikrotiterplatte soil trotz kleiner Volumina (< 100 
Ml) der Analysengefafce problemlos, z. B. mit Filterpapier- 
stanzlingen, beschickbar sein. 

Erfindungsgemaft besteht die Mikrotiterplatte (1) aus lich- 

tundurchlassiger, nichtfluoreszierender und gegen orga- 

nische Losungsmittel resistenter formnachgiebiger Ther- 
^ moplaste, wiethermisch verformbares Polypropylen, und 

besitzt, vorzugsweise durch thermischo Abformung von 

einer Matrize herstellbare, kegelstumpfformige Proben- 
0) gefafSe (2) zur Aufnahme von festen und flussigen Proben 
^ im Mikroliter-Voluminabereich. Vorteilhaft ist eine Stabili- 

sierungsplatte (11) zur Aufnahme und ggf. Temperierung 
0) der Mikrotiterplatte (1), wobei die Mikrotiterplatte (1) 
flfj zweckmafiig mit Hilfe einer Auswurfplatte (13) wiederse 
1^ pariert werden kann. 
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lies*, hreibung 

Die Hrlindung bet ri 1 ft cine Mikrotiterplatte. insbesondere 
/Lir Behandlung von Probcn mil organischen I osungsnm- 
teln und deren Analyse millets lichierzeugender Verfahren. > 
Sic tindct Verwcndung in dcr biocheniiscnen und mintuno- 
logisehen 1 orschung, n dcr medi/inisehen Diagnostik, in 
der chemischen und phannazeutischen Industrie sowie in 
der Bioiechnologie. 

Mikrotiterplatten, die cine Pluralitai von ProbengefaBen in 
in eineni don: Koordinatenraster von Muliipipctien entspre- 
chenden Raster, beispielsweise 8x12 oder nx8xmxl2, auf- 
weisen, gewinnen in der Analyiik /unehniend an Bedeu- 
lung. Ihr Voneil liegt carin. daB einc Vielzahl von gleichen 
oder unterschiedlichen Proben, einschlicBlich Referen/16- is 
sungen, parallel behandelt und ausgewertet werden konnen. 
In lei/.icr Zcii kominer niehr und inehr tluor.meirische und 
luminomctnsche Untcrsuehungen in Vcrbirdung mil dcr 
Mikroiiterplattentechnologie, insbesondere wegen ihrer ho- 
hen Fmpfindlichkeil. zum Pinsatz. -0 

Derartige Mikrotiterplatlen sind fur viele Anwendungen 
an sich bekannt [/.. B. V Yaniaguchi et al.. ('Lin. Chem. 35 
(1989) 1962 -1964. T. Tuuminen et al.. Clin. Chim. Acta 212 
( 1992) 155 158] und bestehen insbesondere aus Polvslyrol. 

Bei Scrccninguniersuchungen unter Verweridung stark 25 
gefarbter Prober, insbesondere von Blutproben, kommt es 
zu einer erhcblichen Finengung der Anwendbarkeit opti- 
scher Analyse verfahren. da die analvsierte Lichlintensitat 
durch die Probe stark verfalschl wird und es daher zu ciner 
bedeutenden Senkung der Fmpfindlichkeil kommt. Sehr w 
hautig lassen sich die storenden Substanzen, wie beispiels- 
weisc Hamoglobm, elegant mil organischen I osungsmitteln 
fallen, d h. enteiweiBen, und die besagten Storungen da- 
durch beheben oder zumindest stark vermindern Neben die- 
ser Art der Screeningumersuchung werden gegenwartig in 15 
zunehincnden MaBe Verfahren entwickelt, die durch Natur- 
stolYscrecning und koinbinatorische ('hemic die effiziente 
Fntwicklung neuer oder die Vcrbesserung bekannler Phar- 
rnaka erlaubcn. Sehr haufig mussen die zu screenenden Pro- 
ben mil organischen Ixtsungsmitteln behandelt und danach 40 
analysicrt werden. 

Die gegenwartig verlugbaren Mikrotiterplatten ertiillen 
die Anfordeningen. die durch Hochdurehsat/screening-Pro- 
jckte gcstellt werden (z. B. Nutzungsmoglichkeit fiir ge- 
farbtc Probcn, okononiisch vertretbaren Hinsatz von tcue- 45 
ren, hochstandardisierlen Reagen/ien und die praktikable 
Verwendbarkeit von Trockcn probe n auf Tragem. wie T i Iter- 
papier- Sianzlingen) nicht. Fur den die Analysenkosien und 
die "Reagen/ien vol umina reduzierenden Mitroliterbereich 
sind keinc losungsmittelbestandigen niit optischen Mitteln 50 
analysierbaren Mikrotiterplatten verfiigbar. 

Finerseits bestehen die bisher bekannten, zur miniaturi- 
sicrten Analyse mil opiischen Mitteln geeigneten Mikroti- 
terplatten mit kleinen Hohlungen, alle aus Polvslyrol und 
schlicBen wcgen der Unvertraghchkeit gegeniiber Iiisungs- 55 
mitteln eine Analyse nach Losungsmittel-Hxtraktion prak- 
tisch aus, wobei daruber hinaus ubliche Filterpapierstanz- 
linge von auf Fill erpapier aufgetrockneten Blutproben nicht 
problemlos und praktikabel in die bekannten Aufnahmege- 
faBe der Mikrotiterplatte eingebracht werden konnen. 60 

Andercrscits sind losungsmittelbestandige herkommliche 
Mikrotiterplatten (z. B Fa. Greinerl relativ teuer, aufgrund 
ihrer Transparenzeigcnschaften nicht fur alle optischen 
Analyse verfahren gccignei und erfordcrn auBerdem groBc 
Probcnvolunnna und damn Rcagcnzicn-Mengcn. Dicsc Mi- 65 
krotiterplatten sind auf Grund der zu erwartenden hohen 
Kostcn fiir Screening-Untersuchungcn ebenfalls nicht ge- 
eignet. 
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Der Frfindung liegt deshalb die Aufgabe /u (irL.nde, eine 
mil genngein Aufwand herstellbare und gui nardhabbare 
Mikrotiterplatte /u schaffen. wclche die \orgenannten 
Nachtcile ir der (iesamiheii nichl aufweis; und lamit tur 
eine Vielzahl jnterschiedlichster Screening-Untersuchun- 
gen. insbesondere mil Finsatz von 11 jorcszen/- und I .unii- 
neszenztnessungen, universell anwendbar isi. Die Mikroii- 
lerplatie soil trotz kleiner Volumina der AnalysengefUBe 
problemlos, z. B. mil Filierpapiersianzlingen, beschicknar 
scin. 

FrhndungsgemaB wird eine Mikrotiterplatte vorgesehla- 
gen, die aus lichtundurchlassiger, nicht 11 uoreszierender und 
gegen organische Losungsmittel resistenter formnachgiebi- 
ger Thermoplaste, wie ihennisch verformbares Polypropy- 
len, besteht und bei weleher die, vorzugsweise durch ther- 
mische Verformung hergestellten. ProbengefaBe. kegel- 
siuinpflormig fur Probe n volumina im Mikroliierbcreich 
ausgebildct sind. 

In den Unteranspruchen 2 bis 8 sind zweckmaKige Aus- 
gestaltungsmerkmale der Frfindung. wie Mittel zur Frho- 
hung der mechanischen Siabilitat, zur Frweiterung der An- 
wendungsmogluhkeiten und zur Vcrbesserung dcr Ilandha- 
bung. beschrieben. 

Die Mikrotiterplatte kann auf einfachste Weise und damit 
sehr wirischafilich, beismelsweise durch ihcnnischc Abfor- 
niung von einer Matrize (Master) hcrgestellt werden und ist 
auf Grund ihrer Material- und Formeigenschaftcn der Pro- 
bengelaBe universell fur zumindest eine Vielzahl von An- 
wendungen zur Probenbehandlung und Probenauswcrtung 
gecignet. Diese Anwendungen schlieBcn auch optische Aus- 
werleverfahren mit ein, ohne daB die Materialeigenschaften 
der MikroJiterptatte die Fmpfindlichkeit dcr Auswertung be- 
eintrachtigen. Durch die kegelstuiiiplforiuige l urin dcr Pro- 
bengelaBe wird eine gute und praktikable Beschickung der 
ProbengelaBe gewahrleistet, wobei auch Partikel, wie Fiher- 
papierstanzlinge etc., iroiz der kleinen ( jefaBvoluniina eben- 
falls nut inbegnffen sind. Die geringen VoluminagroBcn ge- 
stalten auBerdem eine sehr kosiengunstige Probenauswcr- 
tung 

In der Gcsaintheit vereinigt die Mikroiiterplaite dabci ein- 
zelne Vorteile spc/iell fur bestimnite Anwendungsfalle bc- 
reits bekanntgewordener Mikrotiterplatten fiir eine breite 
und universelle Anwendbarkeit unter verschiedensten Nut- 
zungsvoraussctzungen. 

Die Frfindung soil nachstehend anhand der Zeichnung 
naher erlautert werden. Fs zeigen: 

Fig. 1 Perspektivdarstellung der Mikrotiterplalte mit Sta- 
bilisierungsplatte 

Fig. 2 Mikrotiterplatte in Draufsicht 

Fig. 3 Prinzipanordnung der Mikrotiterplatte nut Stabili- 
sicningsplattc in seitlichen Schnittdarsiellungen 

Fig. 4 Prinzipanordnung der Mikrotiterplatte mit Stabili- 
sierungsplattc und Auswurfplatte in seitlichen Schnittdar- 
stellungen 

Fig. 5 Aut Filterpapier aufgetrocknete Oberslande von 
bluthakigen Probcn nach FnteiweiBung in der Mikrotiter- 
platte mit versefnedenen organischen Fosungsrnitteln 

Fig. 6 Prazision der F^luoreszenzmessung in dcr Mikroti- 
terplatte 

Fig. 7 Unprazision eines miniatiirisierten Neugeborenen- 
Screening-Testes auf Galaktosc-l-Phosphat-Uridvliransfe- 
rase-Mangel 

Fig. 8 Signalhohe und Unprazision eincs miniatunsicrtcn 
Neugeborcnen-Scrcening-Tcstes auf Galaktose- 1-Phosphat- 
Uridyllransfcrasc-Mangcl unter Verwcndung vcrschicdcncr 
TinteiweiBungsmittel. 

In Fig. 1 und 2 ist cine Mikrotiterplatte 1 in Perspektivan- 
sicht und Draufsicht dargestelli. die in einem an sich be- 
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kannien x-y-RaslermaB 8x12 insgesanil 96 ProbengefuBe 2 
zur Aufnahme und Behandlung von Proben mil Volumina 
ini Mikroliterbcrcich besii/i. Die Mikrotiierplatie 1 besteht 
aus Polypropylen FM-X85/30-T1480- 1 60 and i si durch ther- 
mische Verformung ( Abformung von ciner Matritze) aus ci- 5 
ner folienartigenPlatinehcrgeslellt. In dicscin Abformungs- 
pro/eB wurdon gleiehzeing die 96 Vertiefungen fur die Pro- 
bengefal'.e 2 in die Plutine eingepriigt sowie Fonnsiabilisii> 
rungscleniente von Seitenflachen 3 und 4. lickenabschni- 
gungen 5 und Abstufungcn 6 erzeugt. Die eingepragten Ver- H) 
netungen fur die ProbengefaBe 2 sind kegelstumpfformig, 
so dal> lhr oberer Durchmesser 7 griiBer als ihr unterer 
Durchmesser 8 am Boden der AnalysengefaBe 2 isi und Sei- 
lenvsande 9 konisch ausgcbildet sind (vgl. Fig. 2). Mit der 
kegelsiumptformigen Ausbildung der ProbengeiaBe 2 im pi- 15 
Probenvoluminabereich wird gegeniiber einer bekanntcn 
Muli ten- odcr Kegel form eine gute und praktikable Beschik- 
kung (u a auch mil Fillerpapicrstanzlingcn) emioglicht. 
Die kleinen Ildhlungen der ProbengeiaBe 2 maehen diese 
Untersuchungen, welehc dadurch lediglich geringe Proben- 20 
niengen bendtigen. in jeder Hinsieht sehr vorteilhafi und 
wirlschaflhch. 

Das Material der Mikroliterplatte 1 ist resisient gegen or- 
ganische Posungsmillcl, wie insbesondere Aceton, Acetoni- 
iril. Methanol, Buiunol, Tlexan und Gemischen daraus, wo- 25 
durch auch eine dicsbezugliche Fignung fur zahlreiche An- 
wendungsfalle (z B FnteiweiBung in der bioehemischen 
und klinisch-chemischen Analytik. Nat urstoff screening, 
kombinaiorische ("hemic etc ) gcgeben ist. 

Ferner ist dieses Material der Mikroliterplatte 1 lichtun- 30 
durchlassig sowie nichtfluorcszierend, so daB die Anwen- 
dung fur optischc Analysevertahrcn gegeben isl, chne daB 
das GefuBmaterial die Probenauswertung einsehrankl oder 
beeinlluBt. 

Aul der Oberflache der Mikroliterplatte 1 (siehe Fig. 2) is 
ist eine Koordinaienkennung 10 fur das Raster der Proben- 
geiaBe 2 in Form \on Buehstabcn und Zahlcn der entspre- 
chenden Kiwrdinate des 8k 12 Probenrasters sichtbar. Diese 
kann beispielsweise aufgedrucki werden (Siebdruck o. a.) 
bzw. gleich bei der therm ischen Abfonuung der Mikrotitcr- 40 
platte 1 ruii eingepragt werden 

Urn die mechanische Formstabilitat der Mikroliterplatte 1 
(gerade fur sehr diinnwandige und folienartig flexible Plat- 
tenausfuhrungen) bei der Verwendung zu erhohen, ist eine 
Stabilisierungsplatte 11 (Grundkorper) vorgesehen, aul wel- 45 
che die Mikrotiterplaiie 1 aufgesetzt wird. Dazu besitzt die 
Stabilisierungsplatte 11 z.wecks Aufnahme der Probenge- 
faBe 2 zu diese n korrespondierende Vertiefungen 12 (siehe 
Fig. 1 ),, Fig. 3 zeigt die Prinzipanordnung der Mikroliter- 
platte 1 mil Stabilisierungsplatte 11 in seitlichen Schnittdar- so 
siellungen (getrennter und aufgesetzter Zustand) Die Dar- 
stellung entspricht der in Fig. 2 angedeutetcn Schnittebene 
A-B Fine diinnwandige und damit formnachgiebige Aus- 
fiihrung der ProbengeiaBe 2 (folienartige Seitenwande 9) 
unterstiitzt dabei eine form- und kraftschlussige Passung der ss 
ProbengeiaBe 2 in den Vertiefungen 12. was beispielsweise 
fur einen engen Wirmekontakt bei einer Tcmperierung der 
ProbengefaBe 2 uber die Stabilisierungsplatte 11 (in der 
Zeichnung nicht dargestellt) relevant ist. 

Um em praktikables Trennen der Mikroliterplatte 1 von 60 
der Stabilisierungsplatte 11 zu ernioglichen, ist eine Aus- 
wurl platte 13 vorgesehen. die zwei Auswurfstifte 14 besitzt. 
Die Stabilisierungsplatte 11 weist zwei mit diesen korre- 
spondierende Locher 15 auf, durch welche die Auswurfstifte 
14 hindurchgrcifen und die Mikroliterplatte 1 zum Auswurf 65 
an ihrer Untcrscite antasten. Die Schnittdarstellung von Fig. 
4 entspneht dabei der in Fig. 2 angedeutetcn Schnittebene 
C-D. 
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Urn die universelle Verwendharkeii der erlindungsgema- 
Ben Mikrotiierplatie I fur die unterschiedlic listen Probe n- 
auswenungen zu denionstrieren, sollen vier Anwendungs- 
beispiele mil den Zeichnungen 5 8 vorgestellt werden. 

Anwendungsbeispiel 1 

l allung von Hamoglobin mit organischen [.osungsnulteln 

Je ein 3 nmi-Blutbl;ittchen wird in jedes ProbengetaB 2 
der Mikrotiierplatte 1 placiert und mil je 20 ul 100 mM Tri- 
athanolamin/Iiri. pIT 7.8 mil 0,133% (w/v) Digitonin. 0.9 
mM FDTA, 0,63 mM Dithiothreitol und 0,02 NaN, (1 und 
2 in Fig. 5) bzw. IM) (3 und 4 in Fig. 5) zwei Stunden bei 
37 °C eluiert. Danach werden die Mikrotiierplatie auf 
Raumtemperatur abgckuhlt und in jeweils zwei Probenge- 
iaBe identisch je 40 pi 1 1 und 3 in Fig. 5) bzw, 60 pi (2 und 4 
in Fig. 5) der folgendcn Losungsniiticl pipettiert: (A) Ace- 
ton. (B) Acaetonilril, (C) Methanol, (D) Athanol, (H) Propa- 
nol. (V) IsopropanoL (< j) Butanol. 1/1 (v/v)-Mischungen aus 
(IT) Athanol/Aceton, (I) Mctanol/Aceton, (J) Butanol/Ace- 
ton. (K) Methanol/Athanol, (F) Methanol/Propanol, (M) 
PropanoVAceton, (N) Methanol/Isopropanol, (O) Methanol/ 
Butanol und (P) IFO 

Blutblallcheneluat und I^jsungMiiiilel werden auf einem 
Mikrotiterplattensehutiler gemischt und bei 4(KX) g fiir 
5 ruin zentrifugicrt. f> pi des tlberstandes werden auf 
MN818 pipettiert und die Anwesenheit von PFamoglobin auf 
dem Filterpapier visuell beuneilt. Fig. 5 zeigt. daB unter al- 
ien Bedingungen nur Aceton, Acetomtril, Propano! und Me- 
thanol und l/l-Mischungen aus Methanol/Acelon eine kom- 
plette FnteiweiBung er/eugen 

Anwendungsbeispiel 2 

Fluoreszensniessung in der Mikrotiterplatte 

Die Fluoreszenz jeweils aller 96 ProbengefaI.k 2 der Mi- 
krotiterplatte 1 werden leer, oder mit 80, 90 bzw. 100 ul ei- 
nes Puffers ohne >xler mit NADII oder Methylurnbellifcron 
gefullt bei 460 nm (Anregung 355 nm) in eine in an sich be- 
kannten Fluorinieterreader gemessen In Fig. ft sind Signal- 
Flohen und Unpriizisionen diescr Messungen zusarnmenge- 
stellt. 

Die erfindungsgcmaBe Mikrotiterplatte besitzt damit ge- 
geniiber herkomnilichen zur l ; luorinietrie vcrwendeten Mi- 
krotiterplatten aus weiBem oder schwarzem Polystyrol ver- 
gleichbar gute Prazisionseigenschaften. 

Anwendungsbeispiel 3 

Miniaturisicrter Neugeborenen-Sereening-lest auf Galak- 
tose- 1 -Phosphat-Uridy ltransterase- Aki i vital 

Zu jeweils einem Blutblattchen (3 mm 0) pro Probengc- 
fa6 2 der Mikrotiterplatte 1, welches Normal blut eincs er- 
wachsenen freiwilligen Spenders o<ier entsprechende Ver- 
diinnungen im Kigenplasma aufgetrockncl enthalt, werden 
20 pi des Testgemisches pipettiert Das Testgernisch enthalt 
100 mM Triathanolamin/Iia. pH 7,8, 0.133% (w/v) Digito- 
nin, 0,9 mM EDTA, 0,63 mM Dithiothreitol, 0,02% NaN3 
(w/v). 6,48 mM Galaktose-l-phosphat, 4,4 mM UDP-glu- 
kose, 4,82 mM NADP Individuelle Blindwerte werden mit 
dem gleichen Testgernisch, aber ohne Galakiose- 1-phosphat 
parallel mitbestimmt. 

Die Mikrotiterplatte wird kurz auf einem Mikrotiterplat- 
tenschuttlcr geschiittelt, mit einer Klcbefohc abgedcckt und 
zwei Stunden bei 38°C inkubiert Danach erfolgt die Bntei- 
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wei.Sung durch Zugabe von 00 ul MiMhanol/Aceton (1/1. 
\7\ ), Schutteln und /enirifugatien bei 4(XX) g fur 5 niin. Die 
Fluoreszenz der Losung in den ProhengefaBen 2 wird cirekt 
in der Mi krotiterplatie 1. welche in die SLibilisierungsplatie 
11 eingedriickt ist. bei 460 nni (355 nm Anregung) im Huo- 5 
rimeler geinessen. Die erhaltenen Signale ( Skalenieile) und 
Unprazisionen des Testes sind in Fig. 7 zusaniniengeslellt. 

Die Signalhohen Liriersteigen diejenigen. die bei her- 
kommlichen Tests mil groBeren Voluniinu erreieht werden 
uiii das 5 KMacbe. Die erreiehten Priizisionen inachen den U> 
Test fur Screeningzwecke gut geeignet. 

Anwendungsbeispiel 4 

lest auf Galaktose- 1 -Phosphat-Uridyltransferase- Aktivilat 15 
unter Verwcndung verse hiedener HnteiweiBungsmitiel 

Der niiniaturisiene Test wird wie in Anwendungsbeispiel 
3 durehget "Qhrt, jed<>ch verschiedene I.dsungsmiuel als Kn- 
teiweiBungsreagenz mil einein Volumen von 40 b/.w. 60 ul 20 
eingesetzt: Hs werden jewcils 6 Proben in einer Serie glei- 
chermaBen behandelt. 

60 pi Testpufier: Aceton/Methanol (1/1), Alhanol, Metha- 
nol, Ace ton. Propanol, Acetonitril; 

40 pi Alhanol. 25 

Die erreiehten Tiuoreszenzen und Unprazisionen sind in 
Fig. 8 zusanunengcstellt. 

Fs ist zu sehen, daB die I.osungsniittel Methanol und Ace- 
ton/Methanol (1/1 ), die koniplett enteiweiBen (vgl. Fig. 5), 
auch die hochsten Test-Fluoreszenssignale bei guten Test- -*o 
priizisionen crnioglichen. Propanol, Acelonitril und Aeeton 
t'uhren zu einer Vcrniindcrung der NADPH-Huoreszenz. 
Testpuffer und Ath^nol entfenieu das storende Iliinioglobin 
nicht bzw. nur unvollstiindig. 

<s 

Bezugszeic hen lisle 
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inenten versenen ist. 

3. Mikrotiterplatie nach Ansprueh 1. dadureh gckenn- 
zeiehnet. daB die Mikrotiierplatte (1) Mittel (3. 4. 5. 6) 
zur Hrhohung der FonnsiahHitat, wie heispielsweise 
Seitenf! aehen. Wiilste. Stufen. Falze. Sicken. Abschra- 
gungen u.a vorgeseben sind. 

4. Mikrotiierplatte nach Ansprueh ] . dadureh gekenn- 
zeichnet, daB auT der Obertliche der Mikrotiterplatte 
(1) cine Koordinatenkennung (10) fiir das Raster der 
ProbengefaBe (2) angegeben ist. 

5. Mikrotiierplatte nach Ansprueh 4. dadureh gekenn- 
zeichnet. dali die Koordinatenkennung (10) ebenfalls 
dureh thentusehe Verformung in die Oberllache der 
Mikrotiierplatte < 1 ) eingepriigt ist. 

6. Mikrotiierplatte nach Ansprueh 1. dadureh gekenn- 
zeichnei, dali eine Siabihsierungsplatte (11) vorgese- 
hen ist. die zu den als Vertiefungen der Mikrotiierplatte 
(1) ausgcbildctcn ProbcngctaBen (2) korrespondie- 
rende Aufnahmevertiefungen (12) besitzt, in welche 
die ProbengefaBe (2) der Mikrotiterplatte (1 ) form- und 
kralischliissig eingesetzt werden. 

7. Mikrotiierplatte nach Ansprueh 6, dadureh gekenn- 
zeichnet, daB die Stabilisicrungsplatie (11) Mittel zur 
Temperierung besitzt, z. B. eine interne elektrische 
ITeizspirale, ixler mil solchen in Verbindung sLehl. z. B. 
zu einem Fliissigkeitsbad. 

8. Mikrotiterplatte nach Ansprueh 1, dadureh gekenn- 
zeichnet. daB eine Auswurfplatte (13) vorgesehen ist. 
die mindestens zwei Auswurf stifle (14) besitzt, welche 
zum Auswurf der Mikrotiterplatte (1) aus der Stabili- 
sierungsplatte (11) durch korrcspondierende 1,6c her 
(12) der Siabihsierungsplatte (11 ) hindurchgrcifen und 
die Mikrotiterplatte (1) von der Unterseite antaslen. 



Ilierzu 8 Seitc(n) Zeichnungen 



1 Mikrotiterplatte 

2 Probe ngefaB 

3, 4 Seitenfiache 40 

5 Kckenabsehragung 

6 Abstufung 

7, 8 Durchmesser 

9 Sei ten wand 

10 Koordinatenkennung 45 

11 Stabilisicrungsplaite 

12 Verliefung 

13 Auswurfplatte 

14 Auswurfstift 

15 Loch 50 



Patentanspruche 



1 . Mikrotiterplatte, insbesondere zur Behandlung von 
Proben mil orgamschen Losungsmitteln und zur Ana- 55 
lyse mittels. lichterzeugender Verfahren, mil in einem 

an sich bekannten Raster, bcispielsweisc nx8xmxl2, 
angeordneten ProbengefaBen, dadureh gekennzeich- 
net, daB die Mikrotiterplatte (1) aus lichtundurchlassi- 
ger, nicht fluoreszierender und gegen organische Lo- t*> 
sungsmittel resistenter formnachgiebiger Themiopla- 
ste, wie thenniseh vcrformbarem Polypropylen. be- 
stehl und daB die. vorzugsweise durch thennische Ver- 
tonnung hergeslellten. ProbengefaBe (2), kegelstunipf- 
fdnTiig zur Aufnahnic von festen und fliissigcn Proben <>5 
mi Mikroliter-Voluminabercich ausgebildet sind. 

2. Mikrotiterplatte nach Ansprueh 1. dadureh gekenn- 
zeichnei, daB die Thennoplaste mit colorierten Pig- 
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Fluoreszens (Mittel) 
± Standardabweichung 


VK 

(%) 


Anzahl 

der 
Platten 

(z) 


leer 


2,22 ±0,19 




6 


100 jul A 


3,69 ±0,31 




3 


f\ A » f \T A TAT T * A 

0,4 mM NADH in A 






523,73 + 6,91 


1,32 


3 


90 Jul 


525,79 ± 7,65 


1,45 


3 


80 jil 


525,5 ±7,77 


1,47 


3 




477,8 ±8,46 


1,77 


1 


0,1 mM NADH in A, 100 fil 


360,1 ±5,94 


1,65 


3 


Methylumbelliferon in B, 100 (il 




2,5 nM 


2637,3 ±51,69 


1,96 


1 


5,0 fiM 


5823,65 ± 120,55 


2,07 


2 



A: 100 mM Triathanolamin/HCl pH 7,8, B:l M Diethanolamin/HCl pH 9.8 
Fluoreszenzwerte sind die Mittel und Standardabweichungen von n 
(n = z x 96), VK: Mittel der Variationskoeffizienten aller z Einzel-VK der 
gemessenen Platten; 



Fig. 6 



802 070/41 5 

BNSDOCID <DE _ 197391 19A1 I > 



ZEICHNUNGEN SEITE 7 



Nummer: 

Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag; 



DE 197 391 19 A1 
B 01 L 3/00 

11. Marz 1999 



a: Intra-assay-Unprazision: 



GALT-Aktivitat 


Fluoreszens 


VK 


n 




(Mittel) 


(%) 




0 (Galaktosamie) 


8.84 


12.56 


12 


verdunntes Normalblut 


37.84 


11.17 


20 


verdiinntes Normalblut 


116.58 


7.55 


21 


verdiinntes Normalblut 


169.35 


6.80 


21 


Normalblut 


188.17 


7.03 


21 


Blindwert vom Normalblut 


8.15 


8.36 


21 



b: Inter-assay-Unprazision: 



GALT-Aktivitat 


Fluoreszens 


VK 


n 




(Mittel) 


(%) 




0 (Galaktosamie) 


8,2 


19,3 


12 


verdunntes Normalblut 


37,63 


17,2 


12 


verdunntes Normalblut 


107,84 


7,8 


12 


verdunntes Normalblut 


150,78 


8,1 


12 


Normalblut 


186,32 


4,3 


12 



Fig.7 
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Signal des GALT-Tests mit verschiedenen EnteiweifSungsmitteln 

20 \j\ Test, 60 (40) pi Enteiweiflungslosung 
FLuoreszenz (SKT, 355/460 nm) 




s f »** s .s 



Enteiweil3ungsmittel 



Fig. 8 
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